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本发明涉及体外诊断技术领域，特别涉及一

种刺激性促甲状腺激素受体抗体浓度的检测试

剂盒。该试剂盒包括：包被有刺激性促甲状腺激

素受体抗体的磁微粒，含有标记物标记的刺激性

促甲状腺激素受体，刺激性促甲状腺激素受体抗

体校准品。本发明首次将刺激性促甲状腺激素受

体用于刺激性促甲状腺激素受体抗体试剂盒的

构建，而该刺激性促甲状腺激素受体与只能与刺

激性促甲状腺激素受体抗体进行特异性结合，杜

绝了抑制性促甲状腺激素受体抗体和中性促甲

状腺激素受体抗体对测量系统的影响。本发明试

剂盒检测方法的构建基于高灵敏度的化学发光

测定技术，配合高特异性的免疫反应，具有灵敏

度高、特异性强和检测范围宽的优点。
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1.一种刺激性促甲状腺激素受体抗体浓度的检测试剂盒，其特征在于，包括：包被有刺

激性促甲状腺激素受体抗体的磁微粒，含有标记物标记的刺激性促甲状腺激素受体，刺激

性促甲状腺激素受体抗体校准品。

2.根据权利要求1所述的检测试剂盒，其特征在于，所述包被有刺激性促甲状腺激素受

体抗体的磁微粒中磁微粒的内核为四氧化三铁或三氧化二铁。

3.根据权利要求1所述的检测试剂盒，其特征在于，所述磁微粒的表面修饰基团为羧

基、氨基、对甲苯磺酰基或链霉亲和素中的一种或几种。

4.根据权利要求1所述的检测试剂盒，其特征在于，所述含有标记物标记的刺激性促甲

状腺激素受体中的标记物为生物素、钌化合物、吖啶化合物、过氧化物酶、碱性磷酸酶或荧

光素化合物中的一种或几种。

5.根据权利要求4所述的检测试剂盒，其特征在于，所述过氧化物酶为辣根过氧化物

酶。

6.根据权利要求5所述的检测试剂盒，其特征在于，所述检测试剂盒还包括发光底物。

7.根据权利要求6所述的检测试剂盒，其特征在于，所述发光底物包括发光底物A和发

光底物B，发光底物A的配方为：0.1～0.3M  Tris-HCl、0.1～0.2mM  Luminol、0.5～0.7mM羟

基香豆素、0.3～0.4mM没食子酸；发光底物B的配方为：0.8～0.9mM氨基酸氧化酶、0.7wt％

～0.9wt％Tween  20、0.4～0.6mM  DTPA、0.1～0.2mM维生素C。

8.根据权利要求1所述的检测试剂盒，其特征在于，所述刺激性促甲状腺激素受体抗体

校准品为浓度0～100IU/L的系列校准品。

9.根据权利要求8所述的检测试剂盒，其特征在于，所述系列校准品的浓度为0IU/L、

2IU/L、5IU/L、10IU/L、20IU/L、40IU/L。

10.根据权利要求1所述的检测试剂盒，其特征在于，所述检测试剂盒还包括浓缩洗液，

所述浓缩洗液的配方为：NaH2PO4·2H2O  3～5g，Na2HPO4·12H2O  60～70g，Tween  20  2～

10mL，水补足至1000mL。
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一种刺激性促甲状腺激素受体抗体浓度的检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及体外诊断技术领域，特别涉及一种刺激性促甲状腺激素受体抗体浓度

的检测试剂盒。

背景技术

[0002] TRAb是一种甲状腺的自身抗体，是在T淋巴细胞和一些细胞因子辅助下，由B淋巴

细胞产生的异质性特异免疫球蛋白，促甲状腺激素受体(TSHR)是其主要抗原。促甲状腺激

素受体(TSHR)是一种蛋白偶联的大分子糖蛋白。人促甲状腺激素受体是甲状腺的重要分子

组成之一，主要存在于甲状腺滤泡细胞(TEC)膜上。生理情况下，促甲状腺激素(TSH)与TEC

膜上的TSHR结合，激活腺苷酸环化酶和磷脂酶C，分别通过环磷酸腺苷和1,4,5-三磷酸肌

醇、乙二酞甘油传递信号，调节TEC的生长、分化及其合成、释放甲状腺激素的功能。

[0003] 在遗传和环境作用下，TSHR结构发生变异，产生了抗原性，引起自身免疫反应，使

甲状腺自身反应性T细胞被活化，在体内呈现型细胞因子的强势表达，促进B细胞、浆细胞功

能，产生大量的TRAb。TRAb为不均一性抗体，根据其功能主要可分为甲状腺刺激抗体

(TSAb)、甲状腺刺激阻断抗体(TSBAb)和中性甲状腺激素受体抗体。TSAb通过TSHR耦联的兴

奋性G蛋白激活腺苷酸环化酶，促进甲状腺细胞内cAMP增高，激发胞内级联反应，导致与甲

状腺功能和生长有关的酶激活，刺激甲状腺滤泡生长及其功能，导致甲亢。TSBAb与TSHR结

合，可直接干扰TSH与其受体的结合，从而减弱TSH的生物学效应。另外，TSBAb还可抑制腺苷

酸环化酶的活化引起甲减。中性抗体与TSHR结合后既不刺激也不抑制甲状腺功能。

[0004] 促甲状腺素受体抗体(TRAb)在Graves病发生、发展、诊断、治疗、预后评估以及其

他方面有重要价值：

[0005] 1)Graves病的诊断：Graves病(简称GD)又称毒性弥漫性甲状腺肿，是一种伴甲状

腺激素分泌增多的器官特异性自身免疫病，与慢性淋巴细胞性甲状腺炎、产后甲状腺炎等

同属于自身免疫性甲状腺病(AITD)，有显著的遗传倾向，临床表现除甲状腺肿大和高代谢

综合征外，尚有突眼及较少见的胫前粘液性水肿或指端粗厚等。GD是一种器官特异性自身

免疫性疾病，在疾病的活动期血循环中，存在自身抗体及激活的T细胞。TRAb中的刺激性抗

体TSAb与TSHR结合后刺激甲状腺，引起甲状腺功能亢进，临床上TRAb的测定对Graves甲状

腺肿具有早期诊断意义，其特异性可达到90％以上。因为在自身免疫性甲状腺疾病患者体

内同时存在TSAb和TSBAb，这两种抗体相对量及其与TSHR的亲和力决定其最后的生物学效

应，并同时伴随着甲状腺功能在甲亢与甲减之间变化。

[0006] 2)GD患者治疗随访评估：常用的抗甲状腺药物为硫脲类如甲基硫氧嘧啶(MTU)、丙

基硫氧嘧啶(PTU)和咪唑类如甲硫咪唑(MM)，它们可以抑制甲状腺过氧化酶活性，抑制碘化

物形成活性碘影响酪氨酰残基的碘化，抑制各种碘化甲状腺原氨酸的形成。研究表明在抗

甲状腺药物(ATD)治疗过程中，TRAb检测值降低，提示对口服ATD的反应好。同时对TRAb的连

续监测可提供关于治疗停药的最佳时机的重要信息。在ATD治疗结束时，联合检测TSAb，

TSBAb比单独检测TRAb对GD预后评估更有意义。所以TSAb、TSBAb分别检测对GD疗效观察，复
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发与缓解预测更有价值，对治疗方案选择及是否停药亦有间接指导作用。

[0007] 3)Graves病孕母其胎儿和新生儿甲状腺功能的评估：Graves病妊娠妇女的新生儿

甲亢患病率为1％-2％，研究表明孕母有自身免疫性甲状腺疾病且抗体阳性时，TRAb的检测

有助于评估胎儿的甲状腺功能及预测新生儿患甲状腺疾病的可能性。妊娠期间，尤其是妊

娠后期TRAb维持在高水平状态的孕妇其后代甲状腺功能亢进的风险较大，母体TSAb可以通

过胎盘导致胎儿或新生甲状腺功能亢进。目前，预测新生儿甲状腺机能亢进以GD甲亢母体

血中TSAb为重要指标。此外，母体含有高效价的TSBAb，可通过胎盘进入胎儿体内，引起新生

儿发生一过性甲减，数周后随着TSBAb的消失，甲状腺的功能恢复正常，说明母体TSBAb的检

测对于暂时性新生儿甲减有非常重要的预测意义。

[0008] 目前，利用TRAb和TSHR结合后产生的不同生物效应来分别测定TSAb和TSBAb。该方

法使用环化单磷酸腺苷(cAMP)次级信号作为生物效应终点，以检测病人的血清中刺激性或

者抑制性抗体的活性。当血清中刺激性抗体TSAb与TSHR结合，检测到cAMP产量增加。相反

的，抑制性抗体TSBAb与TSHR结合，则检测到的cAMP产量降低。此方法存在诸多弊端，如检测

时间长，操作繁琐，效率低，容易导致实验结果误差大等缺陷。

发明内容

[0009] 有鉴于此，本发明提供了一种刺激性促甲状腺激素受体抗体浓度的检测试剂盒。

该检测试剂盒消除了抑制性促甲状腺激素受体抗体对测量系统的影响且具有灵敏度高、特

异性强和检测范围宽的优点。

[0010] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0011] 本发明提供了一种刺激性促甲状腺激素受体抗体浓度的检测试剂盒，包括：包被

有刺激性促甲状腺激素受体抗体的磁微粒，含有标记物标记的刺激性促甲状腺激素受体，

刺激性促甲状腺激素受体抗体校准品。

[0012] 本发明的检测原理为人血清或血浆中的刺激性促甲状腺激素受体抗体与固相载

体上包被的刺激性促甲状腺激素受体的抗体竞争与标记物标记的促甲状腺激素受体结合。

[0013] 在本发明中，试剂盒使用了仅与刺激性促甲状腺激素受体抗体结合的受体，因此

能与刺激性促甲状腺激素受体抗体进行特异性结合，消除了抑制性促甲状腺激素受体抗体

和中性抗体对测量系统的影响。

[0014] 此外，该检测方法的构建基于高灵敏度的化学发光测定技术，配合高特异性的免

疫反应，本检测试剂盒具有灵敏度高，特异性强和检测范围宽的优点，并且还能与全自动仪

器配合使用，实现全自动化检测，避免了人为因素可能导致的实验误差，提高检测效率。

[0015] 作为优选，包被有刺激性促甲状腺激素受体抗体的磁微粒中磁微粒的内核为四氧

化三铁或三氧化二铁。

[0016] 作为优选，磁微粒的表面修饰基团为羧基、氨基、对甲苯磺酰基或链霉亲和素中的

一种或几种。

[0017] 在本发明中，促甲状腺激素受体包含有融合蛋白或可用于进一步连接的标签，融

合蛋白包括但不局限于人血清白蛋白、人免疫球蛋白、碱性磷酸酶、辣根过氧化物酶、多聚

组氨酸标签、谷胱甘肽S转移酶标签等。

[0018] 其标记物可以是与促甲状腺激素受体共价连接的标记物，也可以是通过与融合蛋
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白或标签非共价连接的促甲状腺激素受体与标记物的复合物。

[0019] 作为优选，含有标记物标记的刺激性促甲状腺激素受体中的标记物为生物素、钌

化合物、吖啶化合物、过氧化物酶、碱性磷酸酶或荧光素化合物中的一种或几种。

[0020] 优选地，过氧化物酶为辣根过氧化物酶。

[0021] 作为优选，检测试剂盒还包括发光底物。

[0022] 作为优选，发光底物包括发光底物A和发光底物B，发光底物A的配方为：0.1～0.3M 

Tris-HCl、0.1～0.2mM  Luminol、0.5～0.7mM  羟基香豆素、0.3～0.4mM没食子酸；发光底物

B的配方为：0.8～0.9mM氨基酸氧化酶、0.7wt％～0.9wt％Tween  20、0.4～0.6mM  DTPA、0.1

～0.2mM维生素C。

[0023] 在本发明提供的具体实施例中，发光底物A的配方为：0.2M  Tris-HCl、0 .15mM 

Luminol、0.59mM羟基香豆素、0.35mM没食子酸；发光底物B的配方为：0.85mM氨基酸氧化酶、

0.8％Tween  20、0.5mM  DTPA、0.12mM维生素C。

[0024] 作为优选，刺激性促甲状腺激素受体抗体校准品为浓度0～100IU/L的系列校准

品。

[0025] 在本发明提供的具体实施例中，系列校准品的浓度为0IU/L、2IU/L、5IU/L、10IU/

L、20IU/L、40IU/L。

[0026] 作为优选，检测试剂盒还包括浓缩洗液，浓缩洗液的配方为：NaH2PO4·2H2O  3～

5g，Na2HPO4·12H2O  60～70g，Tween  20  2～10mL，水补足至1000mL。

[0027] 在本发明提供的具体实施例中，浓缩洗液的配方为：NaH2PO4·2H2O  4 .06g，

Na2HPO4·12H2O  62.32g，Tween  20  5mL，水补足至1000mL。

[0028] 本发明提供了一种刺激性甲状腺激素受体抗体浓度的检测试剂盒，该试剂盒包

括：包被有刺激性促甲状腺激素受体抗体的磁微粒，含有标记物标记的刺激性促甲状腺激

素受体，刺激性促甲状腺激素受体抗体校准品。本发明的技术效果为：

[0029] 1、本发明首次将刺激性促甲状腺激素受体用于刺激性促甲状腺激素受体抗体试

剂盒的构建，而该刺激性促甲状腺激素受体与只能与刺激性促甲状腺激素受体抗体进行特

异性结合，杜绝了抑制性促甲状腺激素受体抗体和中性促甲状腺激素受体抗体对测量系统

的影响。

[0030] 2、本发明试剂盒检测方法的构建基于高灵敏度的化学发光测定技术，配合高特异

性的免疫反应，具有灵敏度高、特异性强和检测范围宽的优点，并且还能与全自动仪器配合

使用，实现全自动化检测，避免了人为因素可能导致的实验误差，提高检测效率。

附图说明

[0031] 图1是本发明检测方法得到的标准品曲线图；

[0032] 图2是本发明检测结果和某商品化促甲状腺激素受体抗体试剂盒检测结果对比

图。

具体实施方式

[0033] 本发明公开了一种刺激性促甲状腺激素受体抗体浓度的检测试剂盒，本领域技术

人员可以借鉴本文内容，适当改进工艺参数实现。特别需要指出的是，所有类似的替换和改
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动对本领域技术人员来说是显而易见的，它们都被视为包括在本发明。本发明的方法及应

用已经通过较佳实施例进行了描述，相关人员明显能在不脱离本发明内容、精神和范围内

对本文所述的方法和应用进行改动或适当变更与组合，来实现和应用本发明技术。

[0034] 在本发明实施例中，本发明试剂盒的制备方法包括：

[0035] 第一步，包被有刺激性促甲状腺激素受体抗体的磁微粒混悬液的制备

[0036] 根据使用量取羧基磁微粒，用EDC和NHS在酸性条件下进行活化，活化完成后，加磁

场，静置使磁微粒与液体分开，弃去上清，用pH7.6的0.01M的PBS缓冲液洗去多余活化剂；加

入适量的刺激性促甲状腺激素受体抗体，在弱碱性条件下震荡反应；反应结束后加磁场，静

置使磁微粒与液体分开，弃去上清，用含有1％牛血清白蛋白的0.01M的PBS缓冲液进行封

闭，封闭结束后，加入封闭液以保存磁微粒，使磁微粒的最终浓度为0.5mg/mL；该磁微粒混

悬液置于2-8℃保存，以备使用；

[0037] 第二步，辣根过氧化物酶标记的刺激性促甲状腺激素受体的制备

[0038] 使用融合蛋白为辣根过氧化物酶的刺激性促甲状腺激素受体，储存于50％甘油溶

液中-20℃保存备用，使用时用酶结合物稀释液稀释到工作浓度；

[0039] 第三步，刺激性促甲状腺激素受体抗体系列校准品的制备

[0040] 用校准品稀释液将刺激性促甲状腺激素受体抗体配制成标示浓度为0IU/L、2IU/

L、5IU/L、10IU/L、20IU/L、40IU/L的一系列校准品。

[0041] 第四步，发光底物A液和发光底物B液的配制

[0042] 发光底物A液:取0.2M  Tris-HCl、0.15mM  Luminol、0.59mM羟基香豆素、0.59mM没

食子酸配制而成；

[0043] 发光底物B液：取0.2M乙酸-乙酸盐缓冲、0.85mM氨基酸氧化酶、0.8％Tween20、

0.5mM二乙烯三胺五乙酸、0.12mM维生素C配制而成；

[0044] 使用本发明所述的刺激性促甲状腺激素受体抗体检测试剂盒检测方法，包括以下

步骤：

[0045] 第一步：在反应容器中分别加入校准品和标本，再依次加入包被有刺激性促甲状

腺激素受体抗体的磁微粒混悬液、辣根过氧化物酶标记的刺激性促甲状腺激素受体，震荡

后孵育；

[0046] 第二步：向反应容器中加入清洗液洗涤五次；

[0047] 第三步：向反应容器中加入发光底物，测定发光强度，根据校准品的发光强度绘制

标准曲线，计算待测标本中刺激性促甲状腺激素受体抗体的浓度。

[0048] 本发明提供的刺激性甲状腺激素受体抗体浓度的检测试剂盒中所用试剂或仪器

均可由市场购得。

[0049] 下面结合实施例，进一步阐述本发明：

[0050] 实施例1试剂制备

[0051] 本实施例试剂制备方法包括如下步骤：

[0052] 1、包被有刺激性促甲状腺激素受体抗体的磁微粒混悬液的制备：

[0053] 根据使用量取适量的羧基磁微粒，用过量的EDC和NHS在酸性条件下(pH4 .5-

pH5.5)进行活化，活化缓冲液为0.05M-0.1M的MES(2-(N-吗啉代)乙磺酸)缓冲液，活化时间

为30min；活化完成后，加磁场，静置5min使磁微粒与液体分开；弃去上清，用pH  7.6的0.01M
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的PBS缓冲液洗涤两遍，以洗去多余的活化剂；加入适量的刺激性促甲状腺激素受体抗体，

使其浓度为22μg/mg磁微粒，在0.05M-0.1M的MES缓冲液中(pH4.5-pH5.5)震荡反应1h；反应

结束后加磁场，静置5min使磁微粒与液体分开，弃去上清，用含有1％牛血清白蛋白(BSA)的

0.01M的PBS缓冲液(pH7.6)进行封闭，反复封闭5次，每次10min；封闭结束后，加入适量的封

闭液以保存磁微粒，使磁微粒的最终浓度为0.5mg/mL；将该磁微粒混悬液置于2-8℃保存，

以备使用；

[0054] 2、辣根过氧化物酶标记的刺激性促甲状腺激素受体的制备：

[0055] 使用融合蛋白为辣根过氧化物酶的刺激性促甲状腺激素受体；将酶标刺激性促甲

状腺激素受体按照1:1000--1:10000的比例加入到含有20％-50％小牛血清和P-300

(0.05％-0.5％)的pH  7.4Tris-NaCl缓冲液中，混合均匀，即得到使用的酶结合物；

[0056] 3、刺激性促甲状腺激素受体抗体系列校准品的制备：

[0057] 用校准品稀释液将刺激性促甲状腺激素受体抗体配制成标示浓度为0IU/L、2IU/

L、5IU/L、10IU/L、20IU/L、40IU/L的一系列校准品，瓶盖颜色依次为白、黄、绿、蓝、红、紫、

黑；

[0058] 4、发光底物A液、发光底物B液及浓缩洗液的配制：

[0059] 发光底物A液由0.2M  Tris-HCl、0.15mM  Luminol、0.59mM羟基香豆素、0.35mM没食

子酸配制而成；发光底物B液由0.85mM氨基酸氧化酶、0.8％Tween  20、0.5mM  DTPA、0.12mM

维生素C配制而成；浓缩洗液由NaH2PO4·2H2O  4 .06g，Na2HPO4·12H2O  62.32g，Tween  20 

5mL，蒸馏水1000mL配制而成。

[0060] 实施例2检测方法

[0061] 1、取出一定量的反应容器(反应孔)并编号，根据实验要求在每个反应孔中分别加

入50μL的临床血清标本或校准品；

[0062] 2、摇匀磁微粒混悬液，每孔中分别加入20μL；

[0063] 3、每孔中分别在加入酶标记物50μL；

[0064] 4、将反应孔中的溶液混合均匀，37℃温育30分钟；

[0065] 5、使用磁分离及洗涤设备，将反应孔中的磁微粒用洗液洗涤5次；

[0066] 6、将洗涤后的反应孔充分震荡使磁微粒散开；

[0067] 7、每孔加入发光底物A和发光底物B各50μL，震荡混匀后避光视为反应5分钟；

[0068] 8、使用化学发光检测仪器检测发光强度；

[0069] 9、采用四参数拟合方式，以校准品浓度值为X轴，以校准品发光强度对数值为Y轴，

建立定标曲线。根据待测样本的发光强度值回算相应的浓度值。

[0070] 采用上述方法，进行了校准品检测，标准曲线线性R大于0.99，如附图1所示，横坐

标为校准品的浓度，纵坐标为各校准品对应的信号值。

[0071] 试验例1对比实验

[0072] 取162份临床血清样本，按照上述检测人血清样品中刺激性促甲状腺激素受体抗

体含量的方法步骤进行检测，同时采用商品化试剂盒进行检测，检测结果的数据对比见表

1、图2。

[0073] 表1本发明试剂盒与商品化试剂盒检测结果数据对比

说　明　书 5/8 页

7

CN 110579593 A

7



[0074]
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[0075]
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[0076]

[0077] 结果显示，采用本发明方法的检测结果(y)与商品化试剂盒检测结果(x)的线性回

归方程为y＝1.0827x+0.0363，相关系数可达到R2＝0.9804。数据表明，本发明检测方法与

商品化试剂盒检测有较好的一致性，能较好的应用于人血清样品中刺激性促甲状腺激素受

体抗体的检测，具有较好的应用前景。

[0078] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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图1

图2
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